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Summary. Considerable attention has recently been directed to the naturally occur-
ring trace fatty acid conjugated linoleic acid (CLA), based on its dual ability to act both
as a preventive and therapeutic agent in a number of rodent and human tumor model
systems. CLA, which is synthesized by rumen bacteria, is found in meat and dairy
products, and is of particular interest since it is effective at low levels in the diet. Our
research interest is to explore whether the mechanism of the anticarcinogenic activity
of CLA may be reconductible to its metabolism and influence on tissue lipid metabolism.
CLA is a polyunsaturated fatty acid (PUFA) with two singular properties: 1) Its
metabolism is alike that of linoleic acid and thus competes with the latter for the
elongation and desaturation enzyme systems, leading on one hand to a decreased
generation of eicosatrienoic and arachidonic acids for eicosanoid synthesis, and on the
other to a replacement of the natural substrates with CLA metabolites known to inhibit
the cyclooxigenase (COX) and lipooxygenase (LPOX) pathways; and 2) It increases the
retinol content of different tissues, an effect that may be due to β-oxidation of CLA by
peroxisomes with consequent activation of peroxisome proliferator activated receptor
a (PPARα). The effects of CLA on eicosanoid synthesis may be the key factor of a
common mechanism underlying its pleiotropic activities, and our current working
hypothesis is that this factor along with tissue retinol increase, mediate the anti-
carcinogenic action of CLA.
Keywords: acido linoleico a dieni coniugati, metabolismo degli acidi grassi polinsaturi,
retinolo, cancerogenesi mammaria.
INTRODUZIONE
Il CLA, acronimo per Conjugated Linoleic Acid, comprende una miscela di isomeri
posizionali e geometrici di acidi grassi a 18 atomi di carbonio con due doppi legami a dieni
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coniugati. Quest’acido grasso inusuale si forma per parziale idrogenazione industriale o
biologica; la bioidrogenazione si svolge per via enzimatica, nell’intestino dei ruminanti,
ad opera del batterio anaerobio della flora intestinale Butirivibrio fibrisolvens [1]. La
presenza del CLA nel latte, nei prodotti lattiero-caseari e nelle carni dei ruminanti, in cui
prevale l’isomero 9cis,11trans-18:2, deriva da questo processo naturale; la sua concen-
trazione mostra variazioni stagionali in relazione all’apporto dietetico di acidi grassi
polinsaturi [2, 3].
Il notevole interesse rivolto verso il CLA è dovuto alle diverse attività positive
riscontrate in modelli sperimentali, quali attività nutrizionali, antiaterogena, antidiabetica
e in particolare anticancerogena [4].
Da alcuni lavori è emerso, infatti, che la presenza del CLA nella dieta, sia in animali
giovani che in animali adulti, sembra portare ad un aumento della massa magra e a una
diminuzione della massa grassa [5].
In un recente studio condotto su ratti obesi e diabetici (tipo II) si è rilevato che il CLA
è capace di normalizzare l’intolleranza al glucosio, di incrementare l’insulinemia e di
ridurre i trigliceridi e gli acidi grassi liberi circolanti, in quanto aumenta l’attivazione dei
recettori nucleari PPARα e PPARγ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor α e γ)
e la trascrizione nel tessuto adiposo del mRNA per il gene aP2, con conseguente stimolo
per la differenziazione degli adipociti [6]. Diversi studi condotti su conigli e criceti [7, 8]
hanno messo in evidenza l’attività antiaterogena del CLA, determinando un calo del
colesterolo totale, delle LDL, dei trigliceridi e un minore numero di lesioni sulla
superficie aortica rispetto agli animali nutriti con la dieta di controllo.
In diversi modelli sperimentali è stato dimostrato che il CLA svolge un’importante
attività anticancerogena, come modulatore della mutagenesi e come inibitore dell’ini-
ziazione della cancerogenesi da benzo(a)pirene nello stomaco dei topi [9] influendo sulla
promozione del tumore [10-12].
In studi condotti dal gruppo di ricerca di Ip e collaboratori è stata dimostrata l’azione
anticancerogena del CLA nel caso di tumore mammario indotto da 7,12-dimetil-
benz(a)antracene (DMBA). Essi riportarono che alimentando gli animali con diete
contenenti diverse concentrazioni di CLA (0,5%, 1,0% e 1,5%) si aveva una riduzione
nell’insorgenza dell’adenocarcinoma mammario rispettivamente del 32%, 56% e 60%.
Questi valori indicano chiaramente un effetto dose-dipendente fino all’1%, mentre
concentrazioni maggiori non ne migliorano l’effetto [13-15]. In altri studi si è visto che
in animali nutriti con CLA, nel periodo della maturazione della ghiandola mammaria, che
va dal post-svezzamento a quello pre-puberale, trattati successivamente con un agente
cancerogeno come la metilnitrosourea (MNU) si aveva una riduzione della comparsa del
tumore rispetto ai controlli [16]. Questa osservazione suggerisce che il CLA è in grado
di determinare cambiamenti nello sviluppo della ghiandola mammaria rendendola meno
suscettibile alla trasformazione neoplastica. Anche quando il CLA viene somministrato
dopo il trattamento con il cancerogeno si ha un effetto protettivo, sopprimendo la
promozione e la progressione tumorale. In questo caso però, al contrario del primo,
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l’apporto di CLA, dopo l’iniziazione delle cellule mammarie, deve essere continuo [16].
Recenti dati suggeriscono che l’azione anticancerogena del CLA potrebbe essere
associata all’aumento di retinolo nei tessuti bersaglio per le sostanze cancerogene [17].
È stato osservato che elevate concentrazioni di retinil-esteri nella dieta [18, 19] svolgono
attività simili all’apporto di CLA. I retinil-esteri apportati con la dieta vengono idrolizzati
nel lume intestinale e il risultante retinolo libero catturato dalle cellule della mucosa
intestinale si lega ad una proteina denominata CRBP (cellular retinol binding protein).
Nell’espressione del gene della CRBP sembra che siano coinvolti dei recettori presenti
nel citoplasma: i PPARα. Questi recettori vengono attivati dai proliferatori perossisomiali
tra i quali viene incluso il CLA; è quindi plausibile pensare che il CLA possa aumentare
i livelli di CRBP nelle cellule intestinali facilitando così l’assorbimento del retinolo [20].
Da studi condotti su campioni di fegato si è visto che il retinolo aumenta progressi-
vamente in relazione all’assunzione di CLA. In animali nutriti con una dieta contenente
il 2% di CLA si è infatti osservato un incremento di retinolo libero cinque volte maggiore
rispetto al controllo [17]. I retinil-esteri invece raggiungono un valore massimo in animali
alimentati con una dieta contenente l’1% di CLA.
Anche la capacità del CLA di determinare una diminuzione del peso corporeo e un
incremento nell’accumulo dei lipidi epatici è legata probabilmente all’attivazione dei
PPAR [12, 21]. Queste osservazioni suggerirebbero un ruolo molto importante nella
modulazione del metabolismo lipidico da parte del CLA.
Lo scopo del nostro lavoro è quello di studiare l’influenza sul metabolismo lipidico
di una dieta contenente burro naturalmente arricchito in CLA in relazione alla sua attività
anticancerogena. Abbiamo perciò valutato alcuni parametri dei lipidi epatici che potreb-
bero essere coinvolti nell’attività anticancerogena:
– azione sul metabolismo degli acidi grassi insaturi;
– variazione dei livelli di retinolo nel fegato.
MATERIALI E METODI
Sono stati utilizzati ratti femmina Sprague-Dawley. I ratti, dopo lo svezzamento (22
giorni), sono stati nutriti per un mese (dal 23° al 55° giorno) con una dieta di base AIN-
76A con frazione lipidica costituita dal 20% di burro (dieta di controllo) o da burro
arricchito in CLA. Il burro arricchito naturalmente in CLA è stato fornito da D.
BAUMAN della Cornell University e la descrizione di come è stato ottenuto è stata
pubblicata in [22]. I ratti sono stati sacrificati alla fine del trattamento con CLA. La dieta
di controllo conteneva lo 0,1% in CLA, quella di burro arricchito lo 0,8%. I tessuti,
immediatamente dopo il sacrificio, sono stati prelevati e conservati a –80°C in attesa di
procedere all’analisi.
I lipidi totali sono estratti dai tessuti con la metodica di FOLCH et al. [23]. La
determinazione quantitativa dei lipidi totali è stata eseguita secondo il metodo di
CHIANG [24]. La quantificazione del retinolo libero ed esterificato viene eseguita su
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un’aliquota della fase cloroformica portata a secco, risospesa in 0,5 ml di metanolo ed
iniettata in HPLC. Gli acidi grassi liberi sono stati ottenuti con una blanda saponificazione.
I lipidi estratti vengono dissolti in: 5 ml etanolo, 0,1 ml di desferal (25 mg/ml), 1 ml di
acido ascorbico (25%), 0,5 ml di KOH (10N) e lasciati a temperatura ambiente per 14 h.
Successivamente vengono aggiunti 10 ml di n-esano e 7 ml di acqua, si acidifica con HCl
fino a pH 3-4 e si centrifuga per 1 h a 900 xg. La fase esanica viene portata a secco e
ridisciolta in CH3CN/0,14% di CH3COOH (v/v) per l’analisi in HPLC [3]. Le analisi in
HPLC degli acidi grassi e dei retinil-esteri sono state eseguite con un sistema della
Hewlett Packard serie 1100, con rivelatore a serie di diodi. La colonna utilizzata per la
rilevazione degli acidi grassi è una Chrompack a fase inversa (150 mm × 4,6 mm, inertsil
5 ODS-2,5 mm I.D.); la fase mobile utilizzata ad un flusso di 1,5 ml/min è una miscela:
CH3CN/H2O/CH3COOH (70/30/0,12; v/v/v). La colonna per l’analisi dei retinil-esteri è
una Chrompack a fase inversa (150 mm × 3 mm, inertsil 5 ODS-3,5 mm I.D.), con una
fase mobile costituita al 100% di metanolo e un flusso di 0,7 ml/min. Gli acidi grassi
insaturi non coniugati sono stati rilevati a 200 nm mentre quelli a dieni coniugati a 234
nm. La lettura dei retinil-esteri viene effettuata a 324 nm.
RISULTATI E DISCUSSIONE
Il cromatogramma in Fig. 1, registrato a 234 nm, mostra i picchi corrispondenti al
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Figura 1. Cromatogramma registrato a 234 nm di acidi grassi a dieni
coniugati estratti da fegato di ratti trattati con burro arricchito in CLA.
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CLA e ai suoi metaboliti. Ciascuno di questi picchi possiede i caratteristici spettri della
struttura a dieni coniugati in assorbanza e in derivata seconda [3, 25, 26]. La presenza
degli acidi grassi a dieni coniugati in animali nutriti con CLA e identificati come CD18:3,
CD20:3 e CD20:4 ha dimostrato che il CLA viene metabolizzato, ad opera delle elongasi
e delle D6 e D5 desaturasi competendo col comune substrato di questi enzimi: l’acido
linoleico (Fig. 2).
Questa competizione porta, in quei tessuti dove il CLA si incorpora maggiormente,
come la ghiandola mammaria, da una parte ad una diminuita incorporazione dell’acido
arachidonico, precursore degli eicosanoidi, e dall’altra ad una sostituzione con i metaboliti
del CLA, dei quali è stata dimostrata un’attività di inibizione nei confronti delle
ciclossigenasi e lipossigenasi.
Infatti, nelle nostre condizioni sperimentali (Fig. 3) si osserva, nei ratti nutriti con
burro arricchito in CLA, una diminuzione nell’accumulo dell’acido arachidonico a
livello del tessuto mammario, di circa il 50% rispetto a quelli trattati con burro di
controllo.
La diminuita incorporazione dell’acido arachidonico quindi sembrerebbe correlata ad
un’attività anticancerogena [27, 28].
Dalla Fig. 4 risulta che la concentrazione del retinolo libero ed esterificato aumenta
nel fegato di ratti nutriti con burro arricchito in CLA.
In un precedente lavoro avevamo ipotizzato che l’aumento dei livelli del retinolo
libero, da parte del CLA nella dieta, era strettamente legato all’attivazione dei PPAR.
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Figura 2. Metabolismo dell’acido linoleico e del CLA.
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Figura 3. Incorporazione dell’acido arachidonico nei lipidi
totali di ghiandola mammaria di ratti nutriti con burro o burro
arricchito in CLA.
Figura 4. Retinolo in fegato di ratti nutriti con burro di controllo o burro arricchito in
CLA.
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Infatti, è dimostrato che il PPARα è un fattore di trascrizione per il CRBP (cellular retinol
binding protein), proteina che lega selettivamente il retinolo. Un aumento di questa
proteina rafforzerebbe quindi l’uptake del retinolo da parte dell’epatocita.
L’incremento dei livelli di retinolo quindi potrebbe essere un effetto diretto della
β-ossidazione perossisomiale del CLA e dei suoi metaboliti, che sottolinea le importanti
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implicazioni per le attività biologiche del CLA. È stato osservato che elevate concentra-
zioni di retinil-esteri nella dieta [18, 19] svolgono attività simili all’apporto di CLA.
Infatti, anch’essi determinano l’inibizione della proliferazione delle cellule del dotto e
degli alveoli terminali nella ghiandola mammaria [29] e un’azione preventiva nella
cancerogenesi indotta da cancerogeni chimici [15, 30].
L’attività del CLA sulla sintesi degli eicosanoidi potrebbe rappresentare il fattore
chiave comune per spiegare i suoi effetti pleiotropici. La nostra attuale ipotesi di lavoro
è che questo fattore e l’aumento di retinolo tissutale possano mediare l’attività
anticancerogena del CLA.
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